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                        分子細胞生化学分野 新上 雄司 
 
【研究背景・目的】  
 最近、当研究室はリゾリン脂質メデ
ィエーターの一つであるリゾホスフ
ァチジルセリン（LysoPS）特異的に応
答する３種類の受容体を同定し、
LPS2, LPS2L, LPS3と命名した（Nat 
Methods, 2012）。これら 3つの受容
体は、リンパ球に高発現し、LPS2と
LPS2Lは Gα12/13に、LPS3は Gαsと
Gα13に共役する。私はこれまで Tリ
ンパ球を中心に受容体の機能解析を進め、LPS3が Gαsを介し、活性化 CD4 T cellの IL-2産生を
抑制することを見出した（BBRC, 2017）。一方、３つの LysoPS受容体は、Bリンパ球に最も高
発現しているが、Bリンパ球における機能は不明であった。 
最近 Bリンパ球特異的に Gα13を欠損するマウス（Bリンパ球特異的 Gα13 KOマウス）が作製
され、Bリンパ球上の Gα13 signalは胚中心 B細胞（GCB）の数を負に制御することが明らかに
された（Nature 2014）。GCB は免疫応答時に二次リンパ組織で一過的に誘導される抗体産生に
重要な細胞である。また、Gα13の上流で S1P2受容体が機能すると報告された。S1P2は、GCBに
高発現し、アポトーシスを誘導することでその数を直接的に負に制御する。しかしながら、これら
の GCBの表現型は Bリンパ球特異的 Gα13 KOマウスでよりシビアであること、また Bリンパ球
特異的 Gα13 KOマウスでは GCBの前駆細胞であり、GCB以外の Bリンパ球（Non-GCB）の数も
異常増加することから S1P2以外の Gα13 共役型受容体の関与が示唆されていた。そこで本研究で
は、Bリンパ球に高発現し、Gα13と強く共役する新規 LysoPS受容体の GCB数の制御における機
能解明を行った。 
【実験結果】 
1. LPS2/2L/3は Outer Follicleの Non-GC Bに高発現する 
まず、LysoPS受容体の発現解析を行った。抗原投与
5-7日後のリンパ節に GC（B220+GL7+）が誘導されるこ
とが知られているが、この時期のリンパ節における各
受容体の発現を ISH法で組織学的に調べた。報告通り、
S1P2は Bリンパ球領域（B220+）の内、GC（GL7+）に
高発現していた。一方、LPS2/2L/3は GL7-の Outer Follicle
（Non-GCB）に強い発現が認められた（Fig. 1）。同様
の発現分布が抗原投与 7 日目のリンパ節から FACS で
単離したリンパ球でも確認された（Fig. 1）。よって Gα13
共役型受容体の中で、S1P2は GCBに、LPS2/2L/3は Non-
GCB に高発現していることが明らかとなり、異なった
Bリンパ球で機能することが示された。 
2. LPS2/2L DKOマウスに抗原投与すると各 Bリンパ球数が増加する 
Non-GCB に高発現している LPS2/2L/3は、同細胞
で重複する機能を有することが想定される。そこ
で、まず CRISPR/Cas9 法で作製した LPS2/2L/3 TKO
マウスを用い抗原投与後の GCB数の制御に 3つの
受容体が関与するのか検討した。LPS2/2L/3 TKOマウ
スに抗原を投与すると、TKO マウスでは野生型マ
ウスと比べ所属リンパ節の肥大化がより顕著であ
り、有意な GCB数の増加が認められた（Fig. 2上）。
また、興味深いことに前駆細胞である Non-GCBも
有意に増加していた（Fig. 2下）。それぞれの受容
体が関与するかを調べるため、各シングル・ダブル
KOマウスを用いて検証した。その結果、LPS3 KO
マウスでの各 B リンパ球の増加は WT と同等であ
ったが、LPS2 KO、LPS2/2L DKOマウスでは有意な
B細胞の増加が認められた（Fig. 2）。LPS2/2L DKO
マウスと LPS2/2L/3 TKO マウスに差が認められなか
ったことから、抗原投与時の各 Bリンパ球の増加抑
制には主に LPS2/2Lが関与すること考えられる。さ
らに、LPS2/2L DKOマウスでは抗体価の上昇が認め
られた。以上より、LPS2/2Lは抗原投与時に各 Bリン
パ球の増加を抑制し、抗体産生を負に制御する機能
を有することが明らかとなった。 
 
3. LPS2/2Lは GC形成時に Non-GCBの異常増加と GCBへの分化を抑制する 
次に LPS2/2Lが抗原投与後、どのタイミングで各
B リンパ球の数を負に制御しているかタイムコース
をとって検証した。GC 形成が起きていない抗原投
与 4日後の Non-GCB数は WTと LPS2/2L DKOマウ
スで差は認められなかった。しかし、GC形成が生じ
る抗原投与投与 6 日以降において、LPS2/2L DKO マ
ウスでは Non-GCB、GCB数が顕著に増加した。この
ことから、LPS2/2Lは GC形成時に Non-GCB, GCBの
細胞数を負に制御していることが明らかとなった。
LPS2/2Lが高発現する Outer Follicleでは Non-GCBが
GCB へと分化することが知られている。そこで、タイムコースをとって抗原投与後の各マウスの
リンパ節の免疫染色を行った。その結果、LPS2/2L DKOマウスでは抗原投与 5.5日後の Outer Follicle
で GCBの前駆細胞と考えられる GL7+細胞が多い様子が観察された（Fig. 3）。また、抗原投与 6日
以降の LPS2/2L DKOマウスのリンパ節では GC形成が亢進している様子が観察された。以上の結果
から、LPS2/2Lは Outer Follicleで Non-GCBから GCBの前駆細胞への分化・あるいはその数を負に
制御するという S1P2とは異なった機能を有していることが示された。 
 
4. GC形成時に所属リンパ節の Outer Follicleで LysoPSが増加する 
 KOマウスを用いた解析から、LPS2/2Lは GC形成時に
機能することが明らかとなった。しかし、LPS2/2Lは抗原
投与後 Outer Follicleで高発現するものの、naïve Bリン
パ球である程度の発現が認められ、LPS2/2Lが機能するた
めに、受容体の発現以外の因子の関与が考えられた。 
そこでリガンドである LysoPS量の解析を行った。 
 まず、抗原投与後、GC形成時に所属リンパ節における
LysoPS量の経時変化を LC-MS/MSを用い調べた。その結
果、免疫 6, 7日後のリンパ節ではパルミチン酸を結合す
る LysoPS（16:0-LysoPS）が顕著に増加することが明らか
となった（Fig. 4A）。次に、16:0- LysoPSのリンパ節内
における分布を Imaging MSを用いて解析した。連続切
片を免疫染色した像と比較すると、最も豊富に存在する
ステアリン酸含有 LysoPS（18:0-LysoPS）はリンパ節に
比較的均一に存在するのに対し、16:0-LysoPSは IgD+又
は GL7+の Bリンパ球領域に局在している様子が観察さ
れた（Fig. 4B）。同様の結果は、Laser Micro Dissection 
(LMD)と LC-MS/MSを組み合わせた定量的解析手法によ
っても得られた（特に GL7+の GCで多かった）。さら
に本手法を用い、16:0 LysoPSが受容体の存在する Outer 
Follicleでも増加していることが示された（Fig.4C）。 
以上の結果から、GC形成時にリンパ節で増加する
16:0 LysoPSは GC 由来の寄与が大きいが、Outer Follicle
でも増加しており、LPS2/2Lが機能しやすい場であること
が示唆された。 
 
5、マウス Bリンパ球を用いた解析 
個体レベルの解析から、GC形成時に Outer Follicleで 
16:0 -LysoPS量が増加し、LPS2/2Lを介して Non-GCBの増
加・GCBへの分化を抑制していることが示唆された。ま
た、LPS2/2Lは Non-GCBで高発現しており、Non-GCB上
で何らかの機能を有していることが想定される。 
GC形成時に Non-GCBは Outer Follicleで CD4 T cellと
相互作用した際に、CD40とサイトカイン（IL-4）シグナ
ルを受け、増殖・分化することが広く知られている 
（Fig. 5A）。 
そこで、マウスから単離した Bリンパ球を抗 CD40抗
体と rIL-4（以下 CD40+IL-4刺激）し、LysoPS代謝と受
容体の機能解析を行った。 
  
まず、脾臓から単離したマウス Bリンパ球を CD40+IL-4
刺激した際の LysoPS量を調べた。培養 1日後、細胞画分
では、CD40+IL-4刺激群で 16:0- LysoPSが顕著に増加した
（Fig. 5B）。このことから抗原投与モデルにおいて、Non-
GCBが CD4 T cellと相互作用した際に CD40+IL-4 刺激さ
れ、Non-GCB 上で 16:0-LysoPSが産生されることが示され
た。次に LPS2/2L受容体が Bリンパ球でどのような機能を
有するのか調べるために、WTマウスと LPS2/2L DKO マウ
スから単離した Bリンパ球を CD40+IL-4刺激した。興味
深いことに培養 1日後、LPS2/2L DKOマウス由来の Bリン
パ球は CD40+IL-4刺激した際に凝集塊形成が顕著に亢進し
ていた（Fig. 5C）。よって CD40+IL-4刺激で内在的に産生
された 16:0 LysoPS等がオートクライン用に LPS2/2Lを活性
化し、Bリンパ球の凝集塊形成を抑制することが示唆され
た。また、LPS2/2L DKO Bリンパ球で凝集塊形成が亢進す
ることに関して接着性が亢進していると考え、接着性を評
価した。その結果、LPS2/2Lシグナルは Gα12/13 signal依存
的にリンパ球の主要な接着因子である LFA-1依存的接着性
を顕著に抑制する機能を有することが示唆された。 
【考察】 
 本研究では、Bリンパ球における新規 LysoPS受容体の解析を個体レベルで行った結果、
LPS2/2Lが抗原投与後、GC形成時に Non-GCB数や GCBへの分化を抑制し、最終的に GCB数を負
に制御する機能を有していることが明らかとなった。LPS2/2Lの GCB数の負の制御機構は S1P2と
は異なったメカニズムであり、生体では Gα13が GPCRを使い分け GCBの異常増加を抑制するこ
とが考えられた。また細胞レベルの解析から、CD40+IL-4刺激した Bリンパ球では 16:0 LysoPS
が産生され、LPS2/2Lを介して Bリンパ球の接着性を抑制することが示唆された。このことから、
LPS2/2Lの作用メカニズムとして、Outer Follicleの Non-GCB上で CD4 T cellとの接着を介した相互
作用を抑制し、過剰な増殖・GCBへの分化を負に制御していることが想定され、今後生理的意義
の解明を含め、より詳細な解析が必要だと考えている。 
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論 文 題 目：リンパ球における新規 LysoPS受容体の機能解析 
 
 リゾリン脂質メディエーターの一種であるリゾホスファチジルセリン（LysoPS）は、古くから
マスト細胞の脱顆粒促進作用等、多様な生理活性を示す。近年、LysoPS 特異的に応答する 4 つ
の G蛋白質共役型受容体（GPCR）が相次いで同定され、その生体内における機能の解明が期待
される。この内、新規 LysoPS受容体である LPS2, LPS2L, LPS3（以下 LPS2/2L/3）は免疫系組織
に限局した発現パターンを示し、T細胞や B細胞といったリンパ球に高発現することから、リン
パ球上で何らかの機能を有していることが想定されたが、その機能は不明であった。本研究では、
各 LysoPS 受容体 KOマウスや選択的アゴニストを用いて、細胞・個体レベルでリンパ球におけ
る新規 LysoPS受容体の機能解析を行った。 
 第 1 章では、T 細胞の機能として、サイトカイン産生に着目して解析した。マウス脾臓細胞を
抗 CD3/CD28 抗体で刺激した際の各サイトカイン（IL-2,4,17A,10, IFN-γ）量に対する LysoPS
の効果を検討した結果、LysoPSは IL-2量を顕著に減少させた。また、LPS3選択的アゴニストは
LysoPSと同等な IL-2産生抑制効果を示し、LPS3 KOマウス由来の脾臓細胞では LysoPSの IL-2
抑制効果が消失した。このことから、LysoPS/LPS3 signalが活性化 T細胞の IL-2産生を抑制す
る機能を有することが明らかとなった。 
 第 2章では、B 細胞における新規 LysoPS受容体の機能解析を行った。新規 LysoPS 受容体は
共通してGα13に強く共役する。最近、B細胞特異的Gα13 KOマウスが作製され、B細胞上のGα13 
signalは抗体産生に重要な胚中心 B細胞（GC B cell）の数を負に制御することが示された。そこ
で、B細胞に高発現し、Gα13に強く共役する新規 LysoPS受容体の機能として、GC B cell数の制
御に着目し、解析を行った。まず、抗原投与後の所属リンパ節における発現パターンを調べると
LPS2/2L/3は Outer Follicleに存在し、GC B cellの前駆細胞として考えられる Non-GC B cellに高
発現することが明らかとなった。次に、各 LysoPS受容体 KOマウスに抗原投与し、各 B細胞の
数を調べると、LPS2/2L DKOマウスで両細胞とも顕著な増加が認められた。また、LPS2/2L DKO
マウスでは、Outer Follicleで GC B cellの前駆細胞と考えられる GL7+細胞が多い様子が観察され
た。このことから、LPS2/2Lが Non-GCBから GC B cellの前駆細胞への分化、あるいはその数を負
に制御する機能を有していることが示された。LPS2/2Lの作用メカニズムを調べるため、マウスか
ら単離した B 細胞を用いて解析を行った。その結果、LPS2/2Lが Gα13 signal 依存的に活性化 B
細胞の接着を抑制することが明らかとなった。Outer Follicleにおいて、Non-GC B cellは CD4 T cell
と接着・相互作用し、増殖後、GC B cellへと分化することが知られている。細胞レベルの解析から、
B細胞上で LPS2/2Lは CD4 T cellとの接着・相互作用を抑制し、その増殖や胚中心 B細胞への分化を
抑制することが示唆された。 
本研究は、これまで機能未知であった新規 LysoPS受容体が T細胞や B細胞といったリンパ球
の免疫応答を負に制御するということを示した初めての知見である。近年、リンパ球上の抑制性
受容体を標的とした創薬が着目されており、新たな創薬標的を見出した観点からも非常に興味深
い研究成果である。よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
 
